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ABSTRACT. PCR: a new tool for the study of ectornycorrhizal fungi. PCR (Polymerase 
Chain Reaclion) is a simple techniquc lhal allows the specific amplification of particular rcgions 
01' the genome 01' living organisms to facililate their sludy. In lhe last few years, this and other 
complementary techniques have opened lhe field of lhe molecular mycology. whose applicalions 
in dctection, idenlificalion and c1assificalion of fungi are increasing every day. In this article, the 
firsl 01' a series dealing wilh the Molecular Techniques lhat can be used in Mycology, we explain 
the basic principies 01' both the PCR and lwo other complementary lechniques commonly used 
fm the molecular analysis 01' the amplified regions: RFLPs (Restriction Fragment Length 
Polymorphisms) and sequencing (determination ofthe primary struclure oflhe nucleic acids). 
K"y words: DNA, PCR, RFLP, molecular techniques, fungi, cctomycorrhiza 
RESlJ MEN, La PCR (reacción en cadena de la polimerasa) es una técnica sencilla que permite 
sacar copias (amplificar) de una detenninada región del genoma de los seres vivos con el fin de 
facilitar su cstudio. Esla y olras técnicas complementarias se han abierto. en los últimos aflos, al 
ámbito de la micologla molccular, cuyas aplicaciones a nivel de detección, identificación y 
clasificación dc hongos se incrementan dia a dla. En este primer artículo de una serie dedicada a 
las técnicas moleculares aplicables en Micolog[a, se exponen Jos principios básicos,tanto dc la 
PCR como de las otras dos técnicas complementarias que se utilizan habitualmente para el 
análisis molecular de las regiones amplificadas: los RFLPs (polimorfismos del tamaflo de los 
fragmentos de restricción) y la sccucnciación (determinación de la estructura primaria de los 
ácidos nucleicos) . 
Palabras clave: DNA, PCR, RFLP, técnicas moleculares, hongos, eetomicorrizas 
INTRODUCCIÓN 
En los ecosistemas terrestres, numerosos hongos establecen relación con las rafees de 
individuos de especies de interés forestal. Una de las asociaciones más importantes en los bosques 
templados son las micorri:ms y, en particular, las ectomicorrizas. Entre ellas, destacan las que 
establecen muchos Basidiomicetes con diversas especies de Abies, Pseudotsuga, Picea, PinUf y 
Quercus. En los estudios de las micorrizas (sistemáticos, evolutivos, poblacionales y de 
comunidades), una meta fundamental es la identificación de la especie füngica que fonna parte de la 
micorriza. Tradicionalmente, la identificación de hongos ectomicorricicos se ha llevado a cabo 
basándose en las caractelÍsticas morfológicas ya sea de los carpóforos, ya de las ectomiconizas. Esto 
presenta la ventaja de que un investigador especializado puede identificar los "tipos" 
eclomicorricicos rápidamente. Sin embargo, la observación microscópica de detenninados aspectos 
ectomicorricicos (fonna, color, estructura del manto) no pennite atribuir los morfotipos miconicicos 
a especies concretas de fonna definitiva, por lo que sólo pueden clasificarse en categorlas; además, 
los caracteres estudiados resultan modificados por la especie forestal con que se establece la 
asociación, dependen del medio ambiente (humedad en el terreno y tipo de substrato) y del criterio 
del investigador. También debemos considerar que la disponibilidad de los carpóforos está sujeta a la 
periodicidad y estacionalidad de la fructificación, y se puede establecer una correlación directa entre 
la diversidad de la comunidad superficial (basada en los carpóforos) y la comunidad subterránea 
(basada en las ectomicorri:ms) o, de acuerdo con la expresión inglesa "aboveground community" vs. 
"be/owwound community". Las modernas técnicas moleculares no presentan estos problemas, 
porque el material objeto del análisis, el DNA, es totalmente independiente de la variación ambiental 
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o del hospedante. Entre estas técnicas, la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, Po/ymerase 
Chain Reaction), desarrollada por Kary Mullis en 1985, ha proporcionado una nueva y apasionante 
dimensión al estudio de hongos. 
La PCR permite la amplificación de ciertas regiones de DNA in vitro (en condiciones 
controladas), a partir de muy pequetlas cantidades del DNA del hongo, que puede proceder, tanto de 
cultivos como de carpóforos, micelios o micorrizas. Los fragmentos de DNA amplificados por PCR 
pueden ser analizados mediante una serie de técnicas moleculares complementarias, que permiten 
establecer patrones únicos y estables, propios de cada organismo ectomiconicico, y diferenciar así 
organismos muy próximos entre sI. Por otro lado, estas técnicas también están siendo utilizadas en 
sistemática de hongos, ya que penniten deducir relaciones filogenéticas. El desarrollo de estas 
técnicas ha permitido, en el estudio de diversas ectomicorrizas, discriminar especies próximas e, 
incluso identificar individuos, al analizar poblaciones y comunidades. 
En este trabajo, el primero de una serie dedicada a las técnicas moleculares que se están 
incorporando al estudio de los hongos, en general, y, en particular, a la evaluación de procesos de 
inoculación (instalación y seguimiento de la especie inoculada) y a la detección de hongos 
competidores en programas de inoculación, vamos a comentar los aspectos teóricos de la técnica de 
la PCR. También daremos algunos datos sobre algunas de las técnicas complementarias para el 
análisis de los productos amplificados mediante PCR. La técnica de la amplificación de DNA por 
PCR reproduce in vi/ro el proceso de autocopia (replicación) del DNA que se produce de forma 
natural en el interior de las células. Para comprender dicha técnica, es necesario estar familiarizado 
con la estructura molecular del DNA y conocer los aspectos fundamentales del proceso de su 
replicación. Recomendamos consultar un manual general de Genética, Bioqufmica o Biologia 
Molecular, por ejemplo, SUZUK1 el al (1994), para ampliar los aspectos principales de la estructura 
y la replicación del DNA resumidos a continuación: 
DNA 
El DNA es un pollmero de gran tamailo constituido por cuatro elementos básicos, los 
nucleótidos, cada uno de los cuales es el resultado de la unión de una molécula de desoxiribosa (un 
azúcar), de otra de ácido fosfórico y una de las cuatro bases nitrogenadas (adenina, citosina, guanina 
y timina). Los nucleótidos se unen entre si mediante enlaces fosfodiéster, y pueden llegar a formar 
largas cadenas. El orden en el que se encuentran situados los nucleótidos (secuencia nucleotidica) a 
lo largo de las cadenas es la fonna en que se halla escrita la información genética del DNA, y se 
suele indicar utilizando la inicial de la base nitrogenada que da nombre a cada nucleótido: A, C, G y 
T (Fig. 1). En 1954, Watson y Crick describieron la estructura molecular del DNA que corresponde 
a una hélice constituida por dos de estas cadenas, unidas entre si por enlaces débiles (puentes de 
hidrógeno). Las dos cadenas de una misma molécula de DNA contienen infonnación 
complementaria: la secuencia de una de las cadenas nos indica la secuencia de la otra, debido a que 
sólo es posible establecer parejas tipo A-T o C-G. Además, ambas cadenas están asociadas en forma 
antiparalela, enfrentándose el extremo 5' (carbono en posición 5 del azúcar) del primer nucleótido de 
una de ellas, con el extremo 3' del filamento complementario. 
La replicación del DNA (autocopia) es un proceso (Fig. 1) por el cual, a partir de un doble 
filamento de DNA, se obtienen dos dobles cadenas idénticas entre sí e idénticas a la molécula que ha 
servido de molde. El mecanismo es semiconservativo, ya que la doble cadena original se desdobla en 
dos filamentos simples, que son copiados fielmente gracias a la complementariedad de bases, 
mediante unos enzimas denominados polimerasas de DNA. Estos enzimas copian la molécula 
original (DNA molde) en sentido 5'-) 3' a partir del extremo 3'-OH libre de un pequeilo segmento de 
DNA, unido al molde, que se denomina cebador y de los nucleótidos trifosfato libres (dNTPs). Las 
polimerasas de DNA requteren Mg" como cofactor. El proceso es tan eficaz, que la probabilidad de 
error (mutación) es de 10- nucleótidos. Según la doctrina básica de la Biología Molecular, el DNA 
dirige la sintesis de las protefnas mediante unos complejos procesos denominados transcripción y 
traducción. Los caracteres morfológicos de los hongos (tanto los macroscópicos como los 
microscópicos), que sirven de base para las claves de identificación tradicionales, dependen del 
funcionamiento de las proteinas sintetizadas de acuerdo con la infannación contenida en el genoma, 
si bien su expresión está matizadas por condiciones ambientales como la humedad, el tipo de 
nutrientes o el sustrato (Fig. 2). 
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Fig. l. - Estructura y replicación del ADN (arriba). Fig. 2.- Representación gráfica dcl flujo de información 
genética y de los procesos implicados en él. Se observa que los caracterers morfológicos vienen determinados 
por la expresión del genoma (a través de las proteína~) y modulados por efecto del medio ambiente (abl\io). 
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LA AMPLIFICACiÓN DEL DNA 
La técnica de la PCR se basa en provocar la elaboración de copias de detenninadas regiones 
del genoma (totalidad del DNA de un individuo), que se denominan secuencias diana. Este proceso 
se denomina amplificación. El principio de esta técnica se muestra gráficamente en la Fig. 3, e 
incluye tres etapas caracteri71ldas, cada una de ellas, por una temperatura detenninada. 
a.- DESNATURAliZACiÓN LJEL DNA.- Separación, a alta temperatura (superior a los 90°C), de 
las dos cadenas de la doble hélice. El aumento de la temperatura intensifica la agitación de las 
moléculas, con lo que éstas se rompen por sus enlaces más débiles (los puentes de hidrógeno) con lo 
que se separan las dos cadenas de la doble hélice. En un DNA totalmente desnaturali71ldo todas las 
cadenas son simples_ 
b.- HIRRIDACIÓN DE LOS INIClALK)RCS.- Los iniciadores ("primers") son pequeñas cadenas de 
DNA de cadena simple (típicamente de unos 15 a 30 nucleótidos) que han sido diseñados para unirse 
por wmplementariedad de bases a detenninadas zonas del genoma. Este proceso se denomina 
hibridación. Nonnalmente se utilizan dos iniciadores que se híbridan a los extremos de la secuencia 
diana y que son complementarios, cada uno de ellos, a uno de los dos filamentos. La hibridación se 
lleva a cabo disminuyendo rápidamente la temperatura de la mezcla. Al disminuir la temperatura, las 
cadenas wmplementarias tenderían a reasociarse, pero debido a la elevada concentración de los 
iniciadores añadidos a la mezcla de la reacción, la fornlación de complejos DNA-molde e iniciadores 
se ve favorecida respecto a la reasociación de las cadenas sencillas. La temperatura a la que se realiza 
la hibridación depende de la longitud y secuencia de los iniciadores. De estos últimos depende la 
especificidad de la ampliación. 
C.- EXTENSiÓN LJL INICIAOORES.- Mediante la acción de una polimerasa de DNA, se consigue 
que el extremo J'-OH de cada iniciador aumente su longitud utilizando como molde el DNA original 
y. como materiales de construcción, los cuatro nucleótidos trifostato. Desde 1989 se utiliza, para esta 
ctapa, una polimerasa que proviene de la arqueobacteria tennófila Thermus aquaticus (Taq­
polimerasa) capaz de soportar una y otra vez las altas temperaturas necesarias para la 
desnaturalización, lo que evita tener que añadir nueva polimerasa en cada ciclo de la ampliticación. 
Por esta razón, la polimerización se realiza a noc, que es la temperatura óptima de funcionamiento 
de la Jaq-polimerasa. En esta etapa, es crítica la concentración de MgH, un catión decisivo para el 
correcto funcionamiento de la enzima. 
Esta serie de etapas o ciclo elemental se repite sucesivamente entre 20 y 40 veces (MITCHEL 
el al. 1995). Para ello, es necesario disponer de un gran exceso de nucleótidos trifosfato y de 
iniciadores, en comparación con el de moléculas molde. El gran poder de la PCR reside en que los 
productos obtenidos (amplímeros), pueden actuar a su vez como molde en los siguientes ciclos. Así, 
al finalizar el proceso, tendremos las dos cadenas iniciales del DNA cebador inícial y muchos 
millones de moléculas idénticas a la secuencia diana, ya que el producto de la amplit1cación, se habrá 
acumulado dé fonna exponencial (2"), tal y como se indica en el Cuadro 1. Este proceso ha sido 
automatizado mediante la utilización de un bloque tennostatizado (tennociclador), que pennite 
alcanzar las temperaturas características muy de tonna rápida y controlada. 
REGlON ES DIANA DE LA AMPLIFICACIÓN 
El conocimiento molecular del genoma, no sólo en los hongos, sino en todo tipo de 
organismos, hace que las secuencias diana potenciales sean cada vez más abundantes y puedan ser 
utili7adas para resolver problemas cada vez más específicos. Actualmente, todas las secuencias que 
se conocen se recogen en bancos internacionales de secuencias y se pueden conseguir accediendo a 
al banco, por ejemplo, por Internet. Uno de estos bancos es el del EMBL (European Molecular 
Biology Laboratory, Cambridge, U.K.). 
Según el nivel taxonómico que se esté analizando, y según el problema concreto que se 
plantee, se examinarán unas regiones u otras (Fig. 4). En general, las regiones diana tienen que 
cumplir una serie de características: 
a.- Ser polimórficas: es decir, que en los distintos táxones que se intenta caracterizar, deben 
tener distintas secuencias de nucleótidos. 
b.- Estar localizadas entre regiones conocidas a nivel molecular, ya que se requiere la 
utilización de dos iniciadores cuya secuencia nucleotídica sea complementaria de los extremos 5' y 3' 
de la región diana. 
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Fig. 3.- Reacción de amplificación por PCR: a) desnaturalización del ADN, b) hibridación de los iniciadores y 
e) extensión de los iniciadores. [MARTÍN, 1995; ba~ado en TAYLOR (1991) YREHN & REED (1993)]. 
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c,- Tener un tamaño adccuado. Por una parte, cuanto mayor sea el tamaño de la región diana, 
más probabilidades tiene de ser polimórfica para taxones próximos, pero también será más probable 
que la ¡:)olimerasa pueda cometer errores al copiarla (recordemos que, aunque la tasa de mutación es 
de 1/109, estamos haciendo millones de copias). Además, la polímerasa se muestra mucho más eficaz 
en copias cortas. Habitualmente, se utilizan regiones de entre 500 y JOOO pares de bases. 
Para poder seleccionar regiones polimórficas, conviene detenerse primero en la organización 
del DNA 
ORGANIZACIÓN DEL DNA 
El genoma de los hongos como el de la mayoría de los organismos, está organizado en 
unidades de información (genes), que se pueden transcribir, y cuya traducción a proteínas (que, en 
general, son enzimas que catalizan reacciones del metabolismo) afecta a la expresión de los 
caracteres morfológicos (Fig. 5). Estas unidades están separadas entre si por regiones que no se 
transcriben y/o no se traducen, llamadas regiones intergénicas o regiones no transcritas. Las' 
mutaciones (errores o modificaciones que se pro~ucen durante la replicación del DNA) se producen 
al azar en una baja proporción (alrededor de 1/10 ). Sin embargo, debido a la estructura del DNA, no 
todas las mutaciones tienen la misma trascendencia para la supervivencia del organismo portador. Si 
afectan a algún gen, tendrán efecto sobre las reacciones vitales o caracteres que vengan determinadas 
por él, por lo que es fácil que sean inviables o negativas, por lo que serán eliminadas por la selección 
natural. Sin embargo, las que se produzcan en regiones intergénicas pueden mantenerse, ya que no 
afectan a los caracteres del individuo. De esta forma, individuos muy alejados filogenéticamente 
pueden tener casi la misma secuencia nucleotídica en sus genes, mientras que las regiones 
intergénicas pueden ser muy diversas. Así pues, en muchos casos, la amplificación se centra en 
regiones intcrgénicas, que son muy polimórficas y que se localizan entre genes de secuencia 
nucleotídica conocida y muy conservada. 
Una de las regiones diana más estudiada, y de la que ya existen numerosos datos de secuencia, 
es la región del rONA (ONA que codifica para los RNA ribosómicos). Dichos genes están muy 
conservados dentro de los hongos, lo cual permite diseñar iniciadores especializados que dirijan su 
amplificación, incluso a partir de muestras que contengan como impureza DNA de otras 
prol.:edencias: raíces, algas, parásitos o saprófitos. En particular, la región ITS, formada por las 
regiones ITS I e ITS2, representa una secuencia de bases suficientemente variable para comparar 
entre sí táxones cercanos (SCIIAAL & LEARN, 1988; MOLlNA el al. 1992; DE PRIEST, 1994; 
IIENRlüN el al 1994; WARO & AKRüFI, 1994). 
ANÁLISIS DE LOS AMPLÍMEROS 
Existen, básicamente, dos versiones de la técnica de rCR: la PCR dirigida, en la que los 
iniciadores hibridan en un sólo punto del genoma (o en varios puntos de igual secuencia) y la PCR al 
azar o RAPOs, en la que se utilizan uno o varios iniciadores dt: secuencia muy corta (típicamente, 
unos 6 nuc!eótidos) que tienen numerosas dianas a lo largo del genoma. El producto de la PCR 
dirigida pertenece a una sola substancia (mucha<; molécula.<; iguales), mientras que en la rCR al azar 
suelen obtenerse numerosos productos de distinta longitud. En ambos casos, la técnica de análisis es 
la electrol()resis, que se suele realizar en geles de agarosa o poliacrilamida. Esta técnica consiste en 
separar los fragmentos de DNA procedentes de la amplilicación sometiéndolos a un campo eléctrico. 
Debido a su carácter ácido, todos los fragmentos de DNA se moverán en un campo eléctrico y 
recorrerán una distancia quc está relacionada (de forma semilogarítmica) con su tamaño. La 
visualización de los amplímeros se realiza tiñendo el gel con bromuro de etidio (EtBr) e 
iluminándolo con luz ultravioleta. La imagen se puede fotograliar (f-ig. 6) o almacenar en programas 
informáticos adecuados, Los tamai'ios de los fragmentos se estiman por comparación con fragmentos 
de DNA de tamaño conocido, los patrones de peso molecular. Típicamente, estos patrones son el 
DNA del fago A cortado con el enzima de restricción Hindlll o patrones artificiales constituídos por 
fragmentos de DNA que se diferencian entre ellos por 100 or 50 pb, cubriendo toda la amplitud 
requerida. 
El patrón de tamaños de los amplímeros, obtenido mediante RAPDs, es suliciente para 
identificar algunos hongos ectomicorrícicos. En esos casos se habla de "huellas dactilares" 
Cfjl1~e"{J,.il1l ") de los hongos. En ocasiones, incluso el tamaño de los amplímero'i obtertidos 
mediante PCR dirigida es suficiente para apoyar la resolución de cuestiones sistemáticas. Este es el 
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caso de las cantareláceas, una familia de dificil clasificación cuando sólo se emplean los caracteres 
tradicionales (morfológicos, microbiológicos o inmunoquímicos), debido a que éstos son pocos e 
inconsistentes, y a que existe una considerable variabilidad del aspecto morfológico del carpóforo al 
nivel intraespecífico (FEIBELMAN el al., 1994). La amplificación de la región completa de los 
espaciadores transcritos internos con el par de iniciadores ITS I/ITS4 ha pennitido discriminar 
directamente varias especies incluidas en el género Cantharellus (FEIBELMAN el al., 1994; 
LLüRENS, 1996). Estos resultados plantean la posibilidad de detectar la presencia de cantarelos a 
partir del análisis de sus micorrizas, en ausencia de cuerpo fi1Jctífero. También permiten plantearse el 
proyecto de generar marcadores moleculares para el estudio de sus poblaciones. 
En los casos en los que el tamaño del fragmento de DNA amplificado por PCR dirigida no 
permita identificar los hongos al nivel deseado, se puede hacer uso de una amplia batería de técnicas 
moleculares más precisas. Entre ellas. comentaremos aquí la obtención de patrones de digestión 
(RFLP) y la obtención de la secuencia nucleotídica completa del amplímero (secuenciación). 
RFLP 
Los enzimas de restricción reconocen y digieren secuencias particulares denominadas "dianas 
de restricción". Toda~ las secuencias de reconocimiento son palindrómicas, es decir, ambos 
filamentos pueden leerse del mismo modo en cada dirección como, por ejemplo, la secuencia 
5' ...GG-J..CC. ..3' (la flecha indica el punto de digestión por el enzima de restricción I/ae l/l). 
Cuando estas digestiones se realizan sobre una misma región de DNA (en este caso, los 
amplímeros), se generan patrones de bandas (una serie de bandas de tamaño medible) para cada uno 
de los enzimas de restricción utilizados, Con este método, se ponen de manifiesto diferencias 
(polimorfismos) que afectan a las secuencias diana de los enzimas de restricción utilizados. Los 
distintos patrones de bandas que se pueden distinguir por electroforesis (Fig.7) tras digerir los 
amplímeros con una batería de enzimas de restricción se denominan RFLPs (Polimorfismo en la 
Longitud de los Fragmentos de Restricción o "Reslriclion Fragment Length Polymorphism "). 
Numerosos autores (WINGFIELD & WINGFIELD, 1993; DANELL, 1994; HENRION et al.. 
1994; NYLUND el al. 1994 y WARD & AKRüFI 1994, entre otros), han demostrado que los 
análisis por RFLP de la región ITS del DNA ribosómico son suficientes para diferenciar táxones 
muy próx imos. 
SEClJENCIACIÓN 
Cuando el nivel de polimorlísmo no se manifiesta mediante RFLP, se puede recurrir a analizar 
la totalidad de la secuencia de nucleótidos completa del amplímero. Este método es más largo y 
costoso que los RFLPs, pero al comparar la totalidad de la secuencia. permite aventurar relaciones 
fílogenéticas (es decir, distancia genética indicadora del tiempo transcurrido desde que dos táxones 
se separaron en eltranseurso de la evolución) entre los individuos analizados, siempre que se asuma 
quc el polimorfismo de la región analizada es representativo del polimorfismo general del genoma. 
Técnicamente, la secuenciación por métodos enz.imáticos (SA NGER, 1977), se basa, al igual 
quc la peR, en la replicación del DNA (Fig. 1). En este caso, también se copia la secuencia del DNA 
molde a partir de un extremo, determinado por el iniciador. Sin embargo, aquí, las copias se 
interrumpcn mcdiante el uso de dideoxinucleótidos, ddNTl's, análogos de los dNTPs que carecen del 
grupo 011 en posición 3' y que, por consiguientc, no penniten que prosiga el alargamiento de la 
cadena. Reali7<U1do por scparado todas las copias tnmcadas posibles de la cadena original con cada 
uno de los análogos, obtendremos cuatro colecciones de cadenas truncadas (una para cada tipo de 
base), todas con un extremo común. Además, todas las cadenas se marcan con radiactividad o con 
sistcmas (i'íos (no radiactivos), para amplificar la sei'íal. A continuación, las cuatro colecciones de 
cadenas se separan mediante electroforesis en geles de poliacrilamida de muy alta resolución, que 
permiten distinguir fragmentos de entre 20 y 600 pb de tamaño, que se diferencien en un solo 
nuclcÓtido. tina vez revelado el gel, la secuencia se deduce del orden (de abajo a aITiba) en que 
aparecen fragmentos en los cuatro carriles del gel (Fig. 8). 
Las técnicas moleculares, que han irrumpido con fuerza en numerosas áreas de conocimiento 
de las Ciencias de la Naturaleza, constituyen potentes hClTamientas que ya están dando frutos en 
Micología, y en especial. en los campos de la detección e identificación de hongos micorrícicos, así 
como en su seguimiento, tanto a nivel de invernadero como a nivel de campo (IIENRION el. al., 
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Fig. 8.- Autoradiogral1a de un experimento de secuenciaci6n por el método de SAN ER el al (1977). utilizando 
marcaje radioaetivo. de dos muestras (a,b) de ADN. Las letra~ A.C.G.T indican el tipo de dideoxianálogo 
utilizado en cada caso. La lectura del gel se realiza de abajo a arriba. Muestra a: 5·... .TCCATCCA 
AATCTTCCCTAA..3'; Muestra b: 5'...TGCGCATCAAGCAACGAGT. ..3'. 
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1994). Por otro lado, estas técnicas también se están utilizando para establecer relaciones 
filogenéticas entre distintos grupos de hongos y facilitar su clasificación taxonómica (WHITF: el al., 
1900). 
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CUADRO I 
N° de ciclos Amplímcros 
1 2 
2 4 
3 8 
4 16 
5 .12 
10 256 
15 8.192 
30 268.435.456 
